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論文内容要旨
緒言
 ネフローゼ症候群(ネ症)の原因疾患の一つで,治療に抵抗し,しばしば慢性腎不全に進行す
 る巣状糸球体硬化症(FocalGlomemlarSclerosis:FGS)の病因解明のため,ラットに
 PuromyclnのAminonucleoside(AN)を投与してネ症を作成する実験が行なわれてきた。しか
 し従来の報告ではネ症の持続期間や腎組織像に難点があり,実験モデルとして不充分であった。
 著者らは塩基性蛋白で多陽性荷電物質である硫酸プロタミン(Ps)をANと併用してラットに投
 与することにより,ANの量を減じても長期間持続するネ症を作製することができたが,この光
 顕像はヒトFGSに極めて類似していた。そこで著者はAN及びPs併用ラットにつき,尿蛋白出
 現時の初期像及びネ症持続後の像について主として電顕を用いて観察し,この腎症の成因を検討
 した。
方法
 〔急性実験〕10週齢雄SpragueDawleyラットを用い以下の3群を作成した。(1〕AN+Ps群
 (23匹):ANlmg/100g体重/日を皮下注及びPs2.5mg/100g体重/日を2回静注。〔2)AN+S
 群(21匹):ANlmg/100g体重/日を皮下注及び生理的食塩水(S)0,5m1/100g体重/日を静
 注・(3}S+Ps群(13匹):SO.05mI/100g体重/日を皮下注及びPs2・5mg/100g体重/日を2
 回静注。AN+Ps群,AN+S群とも3日間投与後その翌日に6匹,4日間投与後投与開始6,
 8,10日目にそれぞれ4ないし6匹を屠殺した。S+Ps群は3日間投与後その翌日に4匹,4日
 間投与後投与開始10日目に9匹を屠殺した。〔慢性実験〕急性実験と同様の方法でAN+Ps群6
 匹及びAN+S群4匹を作成した。急性実験と同様の方法で1クール投与し,その後はANを半量
 として2週間間隔で計4クール投与した。最後の投与から1か月後,即ち実験開始3か月後に屠
 殺した。〔尿蛋白・血清蛋白測定法〕ラットを経時的に1,000分間メタボリックケマジに入れ採
 尿採血し,CBB-G250による色素結合法で測定した。〔腎組織検索法〕屠殺時,右腎は結紮摘
 出して一部は光顕用標本とし,左腎は2.5%glutaraldehydeと0.2M.cacodylatebufferを等
 量混合し,polycationの,RutheniumRed(RR)を0・2%となるように加え・pH7・4とした液を用
 い15分間灌流固定した。1%OsO4で後固定した後・エポン812に包埋し・LKB社製Ultrotom
 皿⑬で700且に超薄切してウラン鉛二重染色を行なった。各群のラットについてそれぞれ3個以
 上の糸球体を日本電子社製100C型電顕で観察した。
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結果
 〔急性実験〕すべてのラットで尿蛋白は実験開始前に10mg/1,000分以下であった。AN+Ps及
 びAN+S群では投与開始4日目までは尿蛋白が増加せず,5日目より急速に上昇し始め,7日
 目以降ほぼ一定となった。AN+Ps群は常にAN+S群より尿蛋白が高値で投与開始10日目には
 前者で276±34皿g/1,000分(平均±S.E.)後者で47±15mg/1,000分であった。S+Ps群では尿蛋
 日の増加は認められなかった。この時期では光顕上各群とも糸球体の明らかな変化はなかった。
 電顕では投与開始4日目には,AN+Ps群では尿蛋白が未だ増加していないにも拘らず上皮細胞
 足突起癒合が既に広範に存在していたが,AN+S群及びS+Ps群では足突起癒合がみられなか
 った。投与開始10日目には,AN+Ps群及びAN+S群で既に尿蛋白が増加しているが,電顕では
 両群とも足突起癒合が糸球体係蹄の全周にわたってみられた。AN+Ps群ではこれに加えて上皮
 細胞の細胞質の増加と細胞内小器官の増加が著しかった。尿蛋白増加のないS+Ps群投与開始
 10日目では上皮細胞の変化はみられなかった。基底膜に対するRRの付着性はAN+Ps群投与開始
 4日目でAN+S群投与開始4日目より低下しており,AN+Ps群で尿蛋白増加以前から基底膜
 陰性荷電が減少していることが示唆された。〔慢性実験〕AN+Ps群では屠殺時までネフローゼ
 状態が持続した。実験開始3か月後では光顕上,hyalindepositを伴う分節状糸球体硬化で,
 間質増加も伴っており,ヒトFGSに極めて類似していた。電顕では,hyalindeposit,Bowman
 嚢との癒着及びメサンギウム領域や内皮下のelectrondensedeposit等の他,基底膜の
 Laminadensaの層状化が広範に認められた。
考按
 AN腎症の成因は不明であるがANによる基底膜の陰性荷電喪失や上皮細胞の障害がその本態
 ではないかと考えられてきている。またPsによる灌流実験でも,上皮細胞変性や陰性荷電喪失が報
 告されている。今回の実験では,AN+Ps群でAN+S群に比べて上皮細胞の変化が著明であり,
 特に尿蛋白増加以前から広範な足突起癒合及び基底膜陰性荷電の減少を認めた。これらからPs
 はANの上皮細胞障害及び陰性荷電減少作用を増強しており,このような変化が尿蛋白増加の原
 因になると思われる。また,慢性実験のLaminadensaの層状化は,ヒトFGSによく見られる
 所見であり,基底膜の変性を示すと思われるが,このような変化が糸球体硬化の形成に関与して
 いると思われる。
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 審査結果の要旨
山陰敬
 巣状糸球体硬化症は難治性のネフローゼ症候群を発生させるが,ラットにAminonucleoside
 を投与すると,巣状糸球体硬化症に似た病変を作ることができる。しかし,Aminonucleoside
 による病変は長く持続しないことが多く,実験モデルとしては不充分であった。
 そこで山陰敬は,硫酸プロタミンを併用することを考え,種々の実験の末,ヒトネフローゼ
 症候群と似た病態をラッ・トに作成することに成功した。
 硫酸プロタミンは塩基性蛋白で多価陽性荷電を有し,腎基底膜の陰性荷電を喪失させると期待
 したものである。
 Aminonucleosideとプロタミンを併用すると,投与開始4日目までは尿蛋白が増加しないが,
 5日目からは急速に上昇し,7日以降は一定となった。この蛋白尿は3カ月以上たっても変らな
 かった。電顕で腎組織を検討すると,投与開始4日目には,上皮細胞の足突起が広範囲に融合し
 ているのが観察された。慢性期にはhyalindeposit,1aminadensaの層状化,分節状硬化を示
 し,ヒト巣状硬化症と極めて類似の所見を得た。
 本研究は,動物実験における疾患モデルの作製に成功したところに意義がある。糸球体硬化症
 の成因,経過,治療法の研究において,この実験モデルが大いに役立つことが期待される。よっ
 てこの研究は充分学位に相当するものと思う。
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